23/5/3 

DIALOG (R) File 351:Derwent WPI 
(c) 2 001 Derwent Info Ltd. All rts . reserv. 

010483265 

WPI ACC No: 1995-384585/199550 
XRAM ACC No: C95-166175 

New recombinant polypeptide derived from albumin - comprising albumin 

mol . contg. bioactive peptide insert 
Patent Assignee: RHONE POULENC RORER SA (RHON ) 
Inventor: BECQUART J; CONSEILLER E; GUITTON J; HARDY F; YEH P 
Number of Countries: 019 Number of Patents: 002 
Patent Family: 

Patent No Kind Date Applicat No Kind Date Week 

FR 2719593 Al 19951110 FR 945616 A 19940506 199550 B 

WO 9530759 Al 19951116 WO 95FR520 A 19950420 199551 

Priority Applications (No Type Date) : FR 945616 A 19940506 

Cited Patents: 02Jnl.Ref; EP 399666; WO 9315199; WO 9315200; WO 9315211 

Patent Details: 

Patent No Kind Lan Pg Main IPC Filing Notes 
FR 2719593 Al 35 C67K-014/47 
WO 9530759 Al F 40 C12N-015/62 

Designated States (National) : CA JP US 

Designated States (Regional) : AT BE CH DE DK ES FR GB GR IE IT LU MC NL 
PT SE 

Abstract (Basic) : FR 2719593 A 

New recombinant polypeptides (I) comprise an active component . 
derived from a natural or synthetic biologically active polypeptide 
genetically inserted into an albumin mol. Also claimed are: (1) a 
variant of a nucleotide sequence coding for an albumin mol. contg. at 
least one unique non-natural restriction site; (2) a nucleotide 
sequence coding for a polypeptide (I); etc. 

USE - The insert pref . comprises all or part of a therapeutically 
active human polypeptide, esp. selected from enzymes, enzyme 
inhibitors, antigens, antibodies, hormones, receptors, clotting 
factors, cytokines (e.g. interferons), growth and/or differentiation 
factors, osteogenic f&ctors, cell motility factors, cytostatic factors, 
bactericidal or antifungal factors, and adhesion mols. In addition to 
therapeutic uses, (I) can be used for diagnostic or research purposes, 
e.g. for vaccine prodn. and for medical imaging. The nucleotide 
sequence as in (2) can be used for gene therapy- (claimed) . 

ADVANTAGE - Human serum albumin (HSA) mols. contg. bioactive 
protein inserts are capable of efficiently presenting the active 
structure of the insert to its interaction sites while maintaining its 
activity and providing high plasma stability. 

Dwg.0/6 

Title Terms: NEW; RECOMBINATION; POLYPEPTIDE; DERIVATIVE; ALBUMIN; COMPRISE 

; ALBUMIN; MOLECULAR; CONTAIN; BIOACTIVE; PEPTIDE; INSERT 
Derwent Class: B04; D16 

International Patent Class (Main) : C07K-014/47; C12N-0l'5/62 
International Patent Class (Additional) : A61K-038/17; A61K-038/38; 

A61K-048/00; C07K-014/765 ; C12N-001/1S; C12N-001/19; C12N-001/21; 

C12N-005/10; C12N-0Q9/88; C12N-015/12; C12N-015/14; C12N-015/60; 

C12N-015/80; C12N-015/81; C12R-001-85 
File Segment : CPI 



® R^UBLIQ UE FRA NQAISE 

INSTITUT NATIONAL 
DE LA PROPRI^ll INDUSTRIELLE 



PARIS 



@ H" de publication : 

(i n'utiliser que pour les 
oommandes de repvodudion) 

@ N° d'enreglstrement national 



5fe 

2 719 593 
94 05616 



© int CI* : C 07 K 14/47. C 12 N 15/62. 1SA1. 1/19, A 61 K 38A17, 
^ 4a^00(C 12 N 1/19, C 12 R 1:85) 



® 



DEMANDE DE BREVET D'INVENTION 



A1 



@ Date de d|§p6t : 06.05.94. 
@Prlorlte: 


© Demandeur(s) : RHONE-POULENC BORER (SA.) — 
FR. 


U3) Date de la mise a disposition du public de la 
^ demande : 10.11. 95 Bulletin 95/45. 


ug) inventeurfs) : Becquart J6r3me, Conseiller 

Emmanuel, Gultton Jean-Dominique, Hardy Florence 
etYdh Patrice. 


^6) LIste des documents cites dans le rapport de 
recherche prellmlnaire : Se mportBra k fin du 
present fascicule. 




^) References a d'autres documents natlonaux 
apparentes : 


Tltulalre(s) : 
@ Mandataire : 



< 

■ 

CO 
Oi 

CM 



(54) Nouveaux polypeptides blologlquement actlts, leur preparation et composition pharmaceutlque les conte- 
nant. 

^t) La prSsente invention conceme des polypeptides re- 
combinants biologiquement actifs essentieilement compo- 
ses d'au moins une partie active d^riv^ d'un polypeptide, 
natural ou artificiel, ayant une activite bologique, inseree 
dans une albumine ou un variant d'albumtne, ieur prepara- 
tion et des compositions phamnaceutiques les oontenant 
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La pr6sente invention conceme de nouveaux polypeptides biologiquement 
actifs. leur preparation et des compositions pharmaceutiques les contenanL 

Ouoique possedant une ou plusieurs activit§s th^rapeutiques potentielles. 
de nombreux polypeptides ne peuvent, malheureusement, pas 6tre exploit6s 

5 pharmaceutiquement. Ceci peut avoir ditf^rentes raisons. telles que notamnient 
leur faible stability in vivo, leur structure complexe ou fragile, la difficultd de les 
produire & une Schelle industriellement acceptable, etc... De mfime. certains 
polypeptides ne donnent pas les r6sultats attendus in vrvo en raison de proUdmes 
d'admlnistration. de conditionnement, de pharmacoctn6tique etc... 

10 La pr6sente invention a pr6cis§ment pour objet de rem6dier k ces 

inconv6nients. 

Elle vise notamment rsiaboration de protdines art'rficielles biologiquement 
actives permettant une exploitation optimale, sur le plan th6rapeutique. des 
propri6t6s biologiques de ces polypeptides. 

15 La Demanderesse a ainsi mis en Evidence qu'il est possible d1ns6rer par 

voie gdn^tique toute structure active, d§riv6e d*un polypeptide biologiquement 
actif, dans une autre structure prot^ique constitute d'albumine, sans en alt^rer 
lesdites propri6t6s biologiques. De manidre inattendue. la s6rum-albumine 
humaine permet de presenter efficacement la structure active & ses sites 

20 dinteraction et d*assurer une stability plasmatique 6lev6e au polypeptide 
recombinant de rinvention. 

Plus pr6cis6ment. la pr§sente invention conceme un polypeptide 
recombinant comportant au moins une partie active d6riv6e d'un polypeptide, 
naturel ou artificiel, biologiquement actif, g6n6tiquement ins6r6e dans une 
25 albumine ou un de ses variants ou derives. 

Par variant de Taibumine, on entend dteigner selon la pr6sente invention 
toute prot6ine k haute demie-vie plasmatique obtenue par modification, ^ Taide des 
techniques du g6nie g6n6tique. d'un g^ne codant pour un isomorphe donn6 de la 
s6rum-albumine humaine. ainsi que toute macromolteule & haute demie-vie 
30 plasmatique obtenue par modification in vitro de la prot6ine cod6e par de tels 
gdnes. (Par modification, on doit entendre toute mutation, substitution, d§l6tion. 
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addition ou modification de nature genetique et/ou chimique). L'albumine 6tant tr§s 
potymorphe, de nombreux variants naturels ont 6t6 identiTt^s et r6pertori6s 
[Weitkamp LR. et al., Ann. Hum. Genet 3Z (1 973) 21 91. 

En ce qui conceme les dSrivSs d'albumine. il s'agit plus particuli^rement 
5 de molteules comportant tout ou partie de l'albumine, fusionn6e le cas 6ch6ant A 
au moins une sequence polypeptidique provenant d*un gdne nature! ou artificiel» 
eile m^me dotde ou non d'une activite biologique. 

Dans la suite de la description . les diff6rents types d'albumines expficit6s 
ci-dessus sont commun6ment d6sign6s sous le terme albumine. 

10 Au sens de la pr6sente Invention, il est entendu par partie active, une 

partie possMant une activity qui peut soit §tre directe (traitement des maladies, 
diagnostic, recherche biologique. capteurs...). ou indirecte (par exemple utilisable 
dans la prevention des maladies, dans la conception des vacdns, dans les 
techniques de llmagerie mMicale etc.). 

15 Les parties actives de polypeptides biologiquement actifs, ins6r6es selon 

rinvention, prdsentent de pr6f6rence un int6ret th6rapeutique. 

Les polypeptides poss6dant une activity th^rapeutique peuvent dtre 
d'origine humaine ou non. 

A titre reprSsentatrf des polypeptides d'origine non humaine, on peut citer 
20 des peptides ou leurs d6riv6s, possddant des propri6t6s potentiellement utiles 
dans les pathologies des compartiments sanguins et interstitiels. tels que Fhirudine. 
la trigramine, I'antistatine, les peptides anticoagulant des tiques (TAP), rari^tine. 
rapplagine etc.... 

Selon un mode privil6gi6 de rinvention. le polypeptide ayant une activitfe 
25 thferapeutique est un polypeptide d'origine humaine ou un variant molfeculaire. Par 
exemple. il peut s'agir de tout ou partie, d'un enzyme, d'un inhibiteur d'enzyme, 
rfun antig^ne, d'un anticorps. d'une hormone, d'un rteepteur. d'un facteur 
intervenant dans.le contr6le de la coagulation, d'un interferon, d'une cytokine Des 
interteukines, mais aussi leurs variants antagonistes naturels de leur fixation au(x) 
30 rteepteur(s), les cytokines de type SIS (small induced secreted) et par exemple les 
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prot6ines inflammatoires des macrophages (les MIPs), etc.], d'un facteur de 
crotssance et/ou de diffSrenciation [et par exemple les facteurs de croissance 
transformants (les TGFs), les tacteurs de diff^renciation des cellules sanguines 
(6rythropoi6tine, M-CSF, G-CSF. GM-CSF etc.). Hnsuline et les facteurs de 

5 croissance qui lui ressemblent (les IGFs). ou encore les facteurs de perm6abilit6 
ceilulaire (VPFA/EGR. etc.], d'un facteur impliqu6 dans la g6ndse/r6sorption des 
tissus osseux (OIF et ostdospontine par exemple), tfun facteur innpliqu6 dans la 
nx)tl!it6 ou la migration ceilulaire [et par exemple le facteur de mol)ilit6 autocrine 
(AMF)» le facteur de stimulation de la migration (MSF), ou encore le facteur de 

10 (fispersion (scatter factor/facteur de croissance des hfepatocytes)], d'un facteur 
bactericide ou antifongique, d'un facteur chimiotactique [et par exemple le facteur 
plaquettatre 4 (PF4), ou encore les peptides chemoattractants des monocytes 
(MCP/MCAF) ou des neutrophiles (NCAR, etc.], d'un facteur cytostatique (et par 
exemple les prot6ines qui se fixent aux galactosides), d'une molecule adhesive 

15 plasmatique (et par exemple le facteur de von Willebrand, le fibrinog^ne etc.) ou 
interstitielle (laminine. t^nascine, vitronectine. etc.) ou des matrices 
extracellulaires. ou encore toute sequence peptidique antagoniste ou agoniste 
dinteractions mol^ulaires et/ou intercellulaires impliqu6es dans les pathologies 
des compartiments circulatoires et interstitiels et par exemple la formation des 

20 thrombus art^riels et veineux. les metastases canc^reuses. rangiog6nese 
tumorale, le choc inflammatoire, les maladies autoimmunes. les pathologies 
osseuses et ost6o-articulaires etc. 

Bien entendu, la partie active des polypeptides de Finvention peut dtre 
constitute par le polypeptide entier biologiquement actif ou par une structure 

25 d&rivte de celui-ci ou encore conrespondre A une sequence peptidique non 
naturelle, isoite par exemple a partir de banques peptidiques ai6atoires. (Pour des 
raisons de simplification, ces differentes possibilites seront couvertes dans ce qui 
suit sous la designation commune "partie active d'un peptide biologiquement 
actir.) Au sens de la presente invention, on entend par stnjcture derivte tout 

30 polypeptide obtenu par modification et conservant une activite biologique. Par 
modification, on doit entendre toute mutation, substitution, deletion, addition ou 
modification de nature genetique et/ou chimique. De tels derives peuvent etre 
generes dans des buts differents, tels que notamment celui d'augmenter Taffinite 
de la molecule pour ses sites de fixation, celui d*ameiiorer ses niveaux de 
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production, celui d'augmenter sa resistances aux proteases, celui tfaugmenter son 
efficacit6 th^rapeutique ou encore de r^duire ses effets secondaires. ou celui de lui 
conf6rer de nouvelles propri6t6s biologiques. A titre d'exemple, les polypeptides 
chimdres de Pinvention possddent des propri6t6s pharmacocin6tiques et une 
5 activity btotogique utilisable pour la prevention ou le traitement des maladies. 

Des polypeptides de rinvention, particulierentent avantageux, son! ceux 
dans lesquels la partie active pr6sente : 

(a) la structure peptidique enti^re ou, 

(b) un fragment de (a) ou une structure dSrivSe de (a) par modification 
10 structurale (mutation, substitution addition et/ou d6l6tion d'un ou plusieurs r6sidus) 

et poss6dant une activity th6rapeutique. 

Parmi les structures du type (b), on peut citer plus particulidremmt les 
mol6cules dans lesquelles certains sites de N- ou 0-glycosylation ont 6t6 nrKxlifi6s 
ou supprim^s. les molecules dans lesquelles un ou plusieurs r6sidus ont 6t6 

15 substituSs, ou les molecules dans lesquelles tous les r6sidus cysteine ont 6td 
substitu6s. On peut citer 6galement des molecules obtenues ^ partir de (a) par 
d6l6tion de regions nintervenant pas ou peu dans rinteraction avec les sites de 
liaison consider6s, ou exprimant une activity ind6sirable, et des molecules 
comportant par rapport ^ (a) des r^sidus 5uppl6mentaires. tels que par exemple 

20 une methionine N-terminale et/ou un signal de secretion et/ou un peptide de 
jonction. 

Uobjet de la pr^sente invention est particuii^rement avantageux pour les 
peptides actifs trop petits pour former un domaine structural et/ou ne possMant 
pas une t>onne stability in vivo et/ou une t)onne biodisponibilit6. Llnsertion 
25 proposee selon rinvention, permet de les associer & un ou des domaine(s) pr6- 
existant(s) de Falbumine et de beneticier ainsi de la biodisponibilite et de la stat>ilit6 
in vivo de celle-ci. 

De maniere generate, la faille des parties actives insSrSes dans Palbumine 
varie entre trois d vingt cinq r^sidus d'acides amines. Toutefois. des sequences 
10 allant de 1 residu & 100 residus peuvent egalement etre utilisees. 

Llnsertion d'une partie active de peptide dans la sequence peptidique de 
ralbumine est realisee selon I'invention de mantdre k satisfaire aux deux concfitions 
suivantes: 
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II doH 6tre pr^servg ^ ladite partie active. ins6r6e au sein de Falbumine. 
une accessibility suflisante afin de lui conserver intacte son activity biologique. Par 
ailleurs, la stnjcture de ralbumine ne doit pas non plus subir une d^stabilisation 
trop importante qui serait bien entendu prejudiciable au polypeptide recombinant 

5 dit la chimdre. 

Les sites d'insertion sont pref6rentiellement s6lectionn6s au sein de 
ralbumine en respectant les pr6c§dents imp^ratifs. 

Selon la structure cristalline publiSe par He et Carter (Nature 1992, 358, 
209-215) raltHjmine est form^e de la rgp^tition de 3 domaines comprenant chacun 

10 deux sous-domaines et elle contient plus de 67% dTiSnces alpha. Chacun des 
domaines est superposable aux autres et est form6 de 10 helices not6es de hi d 
hlO. Le sous-domaine A comporte les helices hi k h6 et le sous-domaine B. les 
h6lices h7 & hlO. Cheque sous domaine est formd par un nuatif commun: hi. h2. 
h3. h4 pour le domaine A et h7. h8, hS et hlO pour le domaine B. Les petites 

15 hdlices h5 et h6 suppl6mentaires sont li^es par un pont disulfure au sous domaine 
A. La figure 1 rend compte de mani&re schgmatique de la structure de ralbumine 
humaine. 

Les sites dinsertion sont de pr^fgrence localises dans les regions de 
ralbumine pr6sum6es former des regions expos6es k la surface de la molecule. 
20 ces regions 6tant pr6ferentiellement des boucles. 

A titre de sites dinsertion convenant tout particuli^rement d rinvention, on 
peut mentionner trois regions du premier domaine : 

- la region 5 qui s*§tend du rSsidu 57 a 62 et qui correspond k une boucle reliant 
les deux helices h3 et h4 ; 

25 - la region 8 comprenant les residus 103 d 120 et correspondent 4 la zone inter 
sous-domaines. 

- la r6gion 13 comprise entre les residus 178 et 200 et qui correspond 4 une 
h6lice. 

Les helices h2 et h3 du domaine III d6limitent ggalement. du r6sidu 419 au 
30 r65idu 430. une autre region d'insertion envisageable selon Tinvention. 

Une partie active de peptide biologiquement actif peut ^e ins^r^e selon 
trois modes differents dans la sequence peptidique de I'albumine. 
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- II peut s'agir d'une insertion stricte consistant en une simple addition de la 
sequence du peptide d*int6r&t dans la sequence d*origine de I'albumine qui est 
conserv6e dans sa totalite. 

- L*insertion peut con-espondre k une substitution d'une portion de la s6quence 
5 peptidique de ralbumine par la sequence peptidique correspondant & la partie 

active du peptide d'int6ret. 

- Enfin, il peiit s'agir d*une insertion combinant une addition d'une partie de la 
sequence peptidique active et une substitution d'une portion de la sequence 
peptidique de ralbumine par le reste de la partie active du peptide actif. 

10 La figure 2 rend compte d'une manidre sch^matique de ces diff^rents 

modes d'insertion. 

Bien entendu, la partie active d'un peptide biologiquement actif peut 6lre 
r6p6t6e plusieurs fois dans la chim§re au m§me endroit et/ou dans des regions 
diff6rentes de ralbumine. De m§me, il est 6galement possible cfins6rer selon 
15 rinvention des parties actives diff^rentes, soit issues d'un mSme peptide ou de 
peptides diff^rents. 

Enfin, une partie active des peptides selon i'invention peut 6tre ins6r6e 
soit strictement au sein de I'albumine soit entourte de sequences de jonction. 

En ce qui conceme ces sequences de jonction, il peut notamment s'agir 
20 de s6quences peptidiques riches en residus glycine et/ou en r6sidus serine et/ou 
en r6sidu5 threonine et/ou tout residu d'acide amin6 d§crit comma fr6quemment 
rencontr6 dans les zones de flexibility dans les prot^ines. 

Les polypeptides recombinants de I'invention s'avdreni tout 

25 particulidrement avantageux. 

lis permettent de maintenir dans Torganisme une activity biologique 
donn6e pendant un temps prolong^. 11 s'avere ainsi possible de rgduire les doses 
administr6es et, dans certains cas. de potentialiser Teffet th6rapeutique, par 
exemple en r^duisant les effets secondaires cons6cutifs d une administration plus 

30 bnportante. lis permettent avantageusement de g6n6rer et d'utiliser des structures 
d6rTv6es de polypeptides biologiquement actifs tr§s petites et done trte sp^cifiques 
d'un effet recherch6. Ces polypeptides recombinants poss6dent par ailleurs une 
repartition particuliferement avantageuse dans Torganisme. ce qui modifie leurs 
propri6t6s pharmacocin^tiques et favorise le ddveloppement de leur activity 
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biologique et leur utilisation, lis prdsentent ^galement ravantage d'fitre faiblement 
ou non*immunog6niques pour Torganisme dans lequel ils sont utilises. Rnalement, 
les polypeptides de rinvention peuvent §tre exprim^s (et pr6f6rentiellement 
ster6t6s) par des organismes recombinants, k des niveaux permettant leur 
5 exploitation industrielle. 

Un autre objet de rinvention conceme un proc6d6 de preparation des 
molteules chimdres d6crites ci-avant. Plus pr6cis6ment. ce proc6d6 consiste & 
faire exprinier par un hOte cellulaire eiicaryote ou procaryote une sequence 
nucl6otidique codant pour une partie active d'un polypeptide d6sir6. puis ^ r6colter 

10 le polypeptide produit. 

Panmi les hOtes eucaryotes utilisables dans le cadre de la pr6sente 
invention, on peut citer les cellules animales, les levures, ou les champignons. En 
particulter. s'agissant de levures, on peut citer les levures du genre 
g^accharomvces. KluyVgrOmvCeS. PlChia, SchwanniomvceS. ou Hansenula. 

15 S'agissant de cellules animales, on peut citer les cellules COS, CHO, CI27. etc... 
Parmi les champignons susceptibles d'etre utilises dans la pr^sente invention, on 
peut citer plus particuli^rement Aspergillus ssp. ou Trichoderma ssp. Comma h6tes 
procaryotes, on pr6f6re utiliser les bact6ries telles que Escherichia coli. ou 
appartenant aux genres CQrynebactgPum, Bacillus, ou Streptomyces- 

20 Les sequences nucl6otidiques utilisables dans le cadre de la pr6sente 

invention peuvent etre pr6par6es de diffdrentes mani^res. 66n§ralement, elles 
sont obtenues en assemblant en phase de lecture les s6quer)ces codant pour 
chacune des parties fonctionnelles du polypeptide. Celles-ci peuvent etre isol6es 
par les techniques de I'homme de Part, et par exempie directement & partir des 

25 ARN messsagers (ARNm) cellulaires. ou par reclonage ^ partir d'une banque 
cTADN compl6mentaire (ADNc). ou encore il peut s'agir de sequences 
nucl6otidiques totalement synth6tiques. II est entendu de plus que les sequences 
nucl6otidiques peuvent egalement gtre ult6rieurement modifi6es, par exempie par 
les techniques du gdnie g^netique, pour obtenir des d6riv6s ou des variants 

JO desdites sequences. 

Linsertion de cette sequence nucl^tidique. codant pour la partie active 
du polypeptide, peut §tre r§alis6e directement ou non, selon la region choisie pour 
site d'insertion, dans le gene codant pour Talbumine. 
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La region s6lectionn6e peut, en effet, ne pas comporter de site de 
restriction ad6quat ^ la realisation de ladite insertion. Dans cette hypoth^se, 11 peut 
s'avdrer intferessant, pr6alabiement S Tinsertion, rfintroduire un ou plusieurs sites 
de restriction uniques. La creation de sites de restriction, niveau de la region 

5 choisie pour site d*insertion, se fait de preference par mutagenese dingle seion 
des techniques classiques. Toutefois on peut 6galement insurer la sequence 
nucldotidique correspondant k *la partie active du polypeptide biologiquement actiT 
directement par mutagendse dirigSe sans que rinsertion ne fasse apparartre de 
sites de restriction particuliers. 

10 Dans le cas particulier de ta region 5 du gdne codant pour Talbumine, la 

presence du site de restriction PVuil autorise I'insertion directe de la sequence 
nucieotidique. II se reveie done particulierement utile comme site de clonage d*une 
partie active d*un polypeptide que I'on souhaite inserer en phase traductionnelle 
dans la sequence de Talbumine au niveau du 57^^^ residu. 

15 Dans ce mode dlnsertion, mettant d profit un site de restriction unique 

dejd existant dans la sequence d'origine de I'albumine. la ligature de la sequence 
codant pour le peptide actif avec le fragment de restriction, correspondant & la 
totalite du gene codant pour falbumine, genere une sequence nucieotidique 
comportant un gene hybride codant pour une proteine chimere du type SAH 

20 insertion stricte. 

Dans le cas particulier de la zone 419 d 430. la presence de 2 sites uniques 
dlnsertion, (Hincll et Arvll) permet d'inserer et/ou substrtuer les peptides d1nt6r6t 
biologique k la sequence de I'albumine. 

En ce qui concerne plus particulierement les regions 8 et 13, rinsertion de 

25 ladite sequence est favorisee si Ton y cree prealablement un ou des sites de 
restriction manipulables. Bien entendu, les sites de restriction k creer au niveau de 
la sequence sont choisis en tenant compte de la nature des sites de restriction dej^ 
existants. lis doivent conduire e une insertion selective. 

Dans ce second mode de realisation, I'emploi de deux sites de restriction 

30 uniques permet de construire des genes codant pour des chimeres ayant le 
peptide actif en insertion et/ou en substitution. L'insertion du peptide se fait par 
remplacement d'un fragment borne de deux sites de restriction uniques, dans 
FADN compiementaire de I'albumine. inseres par mutagenese dirigee. Ces deux 
sites de restriction uniques pourront etre. Mst I et Kpn I, dans la region 8 et Sst I et 
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Xho I dans la r^ion 13. La creation de ces sites de restriction peut ou non modifier 
la sequence polypeptidique de Falbunnine humaine. Le clonage subsequent du 
peptide actif en phase codante dans ce gdne de Talbumine peut §tre 
exdusivement la sequence codante du peptide ou peut conrespondre ft un 
5 panachage de la sequence codante du peptide et de la sequence codante du 
fragment d6l6t6 de ralbumine. 

La pr^sente invention vise §galement la protection des variants de 
sequences nuclfeotidiques codant pour Paibumine correspondante c'est ft dire 
10 intftgrant au moins un site de restriction unique non nature! c'est ft dire non prftsent 
dans la sequence d'origine. 

Avantageusement, la creation de ces sites de restriction peut servir par la 
suite ft llnsertion id'un ou plusieurs parties actives de potypeptide(s} biologiquenrient 
actif(s) dans la protftine mature. 

15 

Plus pr^f^rentiellement. dans le proc6d6 de Hnvention, la sequence 
nuclftotidique fait partie d*une cassette d'expression comprenant una region 
dinrtiation de la transcription (region promoteur) permettant, dans les cellules 
hfttes. I'expression de la sequence nucieotidique plac6e sous son contrAle et 

20 codant pour les polypeptides de I'invention. Cette region peut provenir de rftgions 
promoteurs de gftnes fortement exprimSs dans la cellule hdte utilisfte, Fexpression 
fttant constitutive ou rftgulabie. S'agissant de levures, il peut s'agir du promoteur du 
gftne de la phosphoglycftrate kinase (PGK) . de la glycftraldfthyde-S-phosphate 
dftshydrogftnase (GPP) , de la lactase (LAC4 ). des ^nolases fENO) . des alcods 

25 deshydrog^nases (ADH) . etc... S'agissant de bactSries, il peut s'agir du pronrK>teur 
des gdnes droit ou gauche du bacteriophage lambda (Pl. Pr)» ou encore des 
promoteurs des g^nes des operons tryptophane (Ptrp) ou lactose (Piac)- En outre, 
cette region de contrdle peut &tre modifiee, par exemple par mutagftnftse in vitro. 
par introduction d'ftlftments additionnels de contrdle ou de sequences 

30 synth^tiques, ou par des dftl6tions ou des substitutions des ftlftments originels de 
contrdle. La cassette d'expression peut ggalement comprendre une rftgion de 
termrnaison de la transcription fonctionnelle dans rh6te envisagft, positionn^ 
imm^diatement en aval de la sequence nucieotidique codant pour un polypeptide 
de llnvention. 
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Dans un mode pr6f6r6. les polypeptides de rinvention r6sultent de 
rexpression dans un hote eucaryote ou procaryote d*une sequence nuclSotidique 
et de la s6cr6tion du produit d'expression de ladite sequence dans le milieu de 
culture. II est en effet particuii^rement avantageux de pouvoir otrtenir par voie 

5 recombinante des molecules directement dans le milieu de culture. Dans ce cas. la 
s6quence nucl§ptidique codant pour un polypeptide de rinvention est pr6c6d6e 
d'une s^uence 'leader* (ou sequence signal) dirigeant le polypeptide naissant 
dans les voies de s^rdtion de Thote utilise. Cette sequence 'leader* peut 6tre la 
sequence signal naturelle du polypeptide biologiquement actit dans le cas oO celui- 

10 ci est une prot6ine naturellement s6cr6t6e, ou celle de la structure stabilisatrice. 
mais il peut 6galement s'agir de toute autre sequence 'leader* fonctionnelle, ou 
tfune sequence 'leader' artificielle. Le choix de Tune ou rautre de ces sequences 
est notamment guid6 par rh6te utilis6. Des exemples de sequences signal 
fonctionnelles induent celles des g^nes des ph6romones sexuelles ou des toxines 

15 "killer* de levures. 

En plus de la cassette d'expression. un ou piusieurs marqueurs 
permettant de sSlectionner rh6te recombin6 peuvent Stre additionnds, tels que par 
exemple le g6ne de la levure S. cerevisiae. ou des g^nes confgrant la 
resistance & des antibiotiques comme la g6n6ticine (G418) ou ^ tout autre 
20 conrv)os6 toxique comme certains ions m^talliques. 

L'ensemble constitu6 par la cassette d'expression et par le marqueur de 
selection peut etre introduit directement dans les cellules h6tes consid6r6es, soit 
Ins6r6 pr6alablement dans un vecteur autor^plicatif fonctionnel. Dans le premier 
cas, des sequences homologues ^ des regions pr6sentes dans le g§ndme des 

25 cellules hdtes sont pretgrentieiiement additionn^es & cet ensemble; lesdites 
sequences 6tant alors positionnees de chaque c6t6 de la cassette d'expression et 
du g6ne de selection de fagon d augmenter la frequence d'int6gration de 
rensemble dans le g6ndme de Fhdte en ciblant rint6gration des sequences par 
recombinaison homologue. Dans le cas ou la cassette d'expression est ins^rte 

30 dans un syst^me replicatif, un syst§me de replication prefer^ pour les levures du 
genre Kluyveromyces est derive du plasmide pKDI initialement tsoie de 
K drosoohnarum: un systfeme prefere de replication pour les levures du genre 
Saccharomyces est derive du plasmide Z\i de S. cerevisiae . De plus, ce plasmide 
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(f expression peut contenir tout ou partie desdits syst^mes de replication, ou peut 
combiner des elements d^riv^s du plasmide pKD1 aussi bien que du plasmide 2p. 

En outre, les plasmides d'expression peuvent 6tre des vecteurs navettes 
entre un h6te bact6rien tel que Escherichia coli et la cellule h6te choisie. Dans ce 
5 cas. une origine de replication et un marqueur de selection fonctionnant dans PhOte 
bacterien sont requises. II est 6galement possible de positionner des sites de 
restriction entburant les sequences bacteriennes et uniques sur le vecteur 
(f expression: ceci permet de supprimer ces sequences par coupure et religature ia 
yitcQ du vecteur tronqu6 avant transformation des cellules hOtes, ce qui peut 

10 r^sulter en une augmentation du nombre de copies et en une stabilite accrue des 
plasmides d*expression dans lesdits h6tes. Par exemple, de tels sKes de restriction 
peuvent correspondre aux sequences telles que S'-GGCCNNNNNGGCC-S* (SQO 
ou S-GCXaGCX^GC-S' (NfitD dans la mesure ou ces sites sont extrgmement rares et 
gen6ralement absents d'un vecteur ^expression. 

15 Apr^s construction de tels vecteurs ou cassette d'expression, ceux-ci sont 

Introduits dans les cellules h6tes retenues selon les techniques classiques dterites 
dans la iittSrature. A cat egard, toute methode permettant d'introduire un ADN 
Stranger dans une cellule peut etre utilis6e. II peut s*agir notamment de 
transformation, eiectroporation, conjugaison, ou toute autre technique connue de 

20 rhomme de Part. A titre d'exemple pour les h6tes de type levure, les diff6rentes 
souches de Kfuyveromyces utilisSes ont transform^es en traitant les cellules 
entidres en presence d'acdtate de lithium et de polyethylene glycol, selon la 
technique decrite par Ito et al. [J. Bacteriol. IS2 (1983) 163]. La technique de 
transformation decrite par Durrens et al. [Curr. Genet. Ifi (1990) 7] utilisant 

25 rethyiene glycol et le dimethylsuifoxyde a egalement ete utilisee. II est aussi 
possible de transfomier les levures par eiectroporation, selon la methode decrite 
par Karube et al. [FEBS Letters 1^ (1985) 90]. Un protocole attematif est 
egalement decrit en detail dans les exemples qui suivent. 

Aprds selection des cellules transformees, les cellules exprimant lesdits 

30 polypeptides sont inocuiees et la recuperation desdits polypeptides peut etre faite, 
soit au cours de la croissance cellulaire pour les precedes *en continu', soit en fin 
de croissance pour les cultures *en lots" ('batch*). Les polypeptides qui font Fobjet 
de la presente invention sont ensuite purifies partir du surnageant de culture en 
vue de leur caracterisation moleculaire, pharmacocinetique et biologique. 
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Un systdme d'expression pr^fer^ des polypeptides de rinvention consiste 
en rutilisation des levures du genre Kluyveromyce^ comme cellule h6te, 
transform6es par certains vecteurs d6riv6s du r6plicon extrachromosomique pKDI 
initialement isol6 chez K. marxianus var. drosophiiarum . Ces levures, et en 

5 particufier K. lactis et K. frag ilis sent g6neralement capables de r^pliquer lesdits 
vecteurs de fagon stable et possSdent en outre Tavantage d'etre induses dans la 
Este des organismes G.R.A.S. C^enerally Becognized As Safe"). Des levures 
privil6gi6es sont pr6f6rentiellement des souches industrielles du genre 
Kluweromyces caoables de repliquer de fagon stable lesdits plasmides d§riv6s du 

10 plasmide pKDI et dans lesquels a ete ins6r6 un marqueur de selection ainsi 
qu*une cassette d'expression permettant la s6cr6tion ^ des niveaux 6lev6s des 
polypeptides de invention. 

pr^sente invention concerne egalement les sequences nucl6otidiques 
codant pour les polypeptides chimeres d^crits ci*avant. ainsi que les cellules 
15 recombinantes. eucaryotes ou procaryotes, comprenant de telles sequences. 

La pr6sente invention concerne aussi rapplication d titre de mMicament 
des polypeptides selon la pr^sente invention. Plus particuli6rement, Hnvention a 
pour objet toute composition pharmaceutique comprenant un ou plusieurs 
polypeptides ou sequences nucleotidiques tels que d^crits ci-avant Ces 
20 compositions pharmaceutiques peuvent se presenter sous forme de diverses 
formulations. II peut notamment s'agir de nanoparticules & la surface desquelles 
sont presents des polypeptides selon rinvention. Ce type de formulation est plus 
particuli^rement utilise pour effectuer des ciblages dirigds en principe actif. Bien 
entedu, les sequences nucleotidiques peuvent §tre utilisees en th6rapie ggnique. 

25 La pr6sente invention sera plus compietement d6crite d I'aide des 

exemples qui suivent, qui doivent §tre consid6r6s comme illustratifs et non 
fimitatifs. 

LiSTE PES RGURES 

30 Les representations des plasmides indiqu6es dans les Rgures suivantes ne sont 
pas tragees k recheile et seuls les sites de restriction importants pour la 
comprehension des clonages realises ont ete indiques. 
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Figure 1: Representation sch^matique du domaine I de I'albumine avec locafisation 
de sites dinsertion selon rinvention. * signale la localisation du site dinsertion h2- 
h3 dans le dcmalne III. Les chiffres 5, 8 et 13 identifient les zones dinsertion 
con'espondantes. 

5 Rgure 2 : Representation sch§matique de differents modes d'insertion d'un peptide 
actif dans la structure de Talbumine. 

Figure 3: Plasmide pYG105. 

Rgure 4: Modification de la region 5 de Talbumine suite t insertion de la sequence 
codant pour lEGR telle que decrite dans rexemple 8.1. Les modifications figurent 
10 en caracteres gras. L'emplacement des sites de restriction modifies ou apportes 
sont indiques par un trait horizontal et la position de coupure des enzymes 
coR'espondant par un trait vertical. 

Figure 5: Strategie de clonage pour rinsertion de lEGR dans la region 5 (exemple 
8.1). 

15 Rgure 6: Strategic de clonage pour rinsertion d'un peptide actif dans la region 13 
de I'albumine. 

EXEMPUES 

20 TECHNIQUES GENERALES DE CLONAGE 

Les methodes classiquement utilisees en biologie moieculaire telles que les 
extractions preparatives tfADN piasmidique. la centrifugation tfAON plasmidique 
en gradient de chlorure de cesium, reiectrophorese sur gels d'agarose ou 
dTacrylamide. la purification de fragments d'ADN par 6lectro6lution, les extraction 
25 de proteines au phenol ou au phenol*chloroforme, ta precipitation d*AON en milieu 
salin par de rethanol ou de Tisopropanol, la transformation dans Escherichia cdi 
etc ... sont bien connues de rhomme de metier et sont abondament decrites dans 
la iitterature [Maniatis T. et al.. "Molecular Cloning, a Laboratory Manual', Cold 
Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor. N.Y., 1982 ; Ausubel F.M. et al. 
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(eds), •Current Protocols in Molecular Biology', John Wiley & Sons, New York, 
19871. 

Les enzymes de restriction ont 6t6 foumies par New England Biolabs 
(Biolabs). Bethesda Research Laboratories (BRL) ou Amersham et sont utilis6es 
5 selon les recommandations des foumisseurs. 

Les plasmides de type pBR322. pUC et les phages de la s^rie Ml 3 sont 
d'origine commerciale (Bethesda Research Laboratories). 

Pour les ligatures, les fragments d'ADN sont s^pards selon leur taiHe par 
6iectrophordse en gels d'agarose ou dacrylamide, extraits au ph6nol ou par un 
10 melange phdnoi/chloroforme, pr6ciprt6s k I'^thanol puis incubus en presence de 
rAON ligase du phage T4 (Biolabs) selon les recommandations du foumisseur. 

Le remplissage des extr6mit6s 5' pro^minentes est effectu6 par le fragment 
de Klenow de I'ADN Polymerase I d 'E. coll (Biolabs) selon les specifications du 
foumisseur. La destruction des extrgmites 3' pro6minentes est effectute en 
15 presence de TADN Polymerase du phage T4 (Biolabs) utiliste selon les 
recommandations du fabricant. La destruction des extr6mites 5' pro6minentes est 
effectuee par un traitement menage par la nuclease SI . 

La mutagenese dirigee in vitro par oligodeoxynucieotides synth6tiques est 
effectuee selon la methode devetoppee par Taylor et al. [Nucleic Acids Res. 12 
20 (1985) 8749-8764] en utilisant le kit distribue par Amersham. Cette technique est 
notamment mise en oeuvre. dans le cadre de la presente invention, pour creer des 
sites de restriction uniques en vu d'une insertion subsequente. 

^amplification enzymatique de fragments d'ADN par la technique dite de 
PGR lEolymerase-catalyzed Chain fieaction, Saiki R.K. et al.. Science 23Q (1985) 
25 1 350-1354; Mullis K.B. et Faloona F.A.. Meth. Enzym. 155 (1987) 335-3501 est 
effectuee en utilisant un 'DNA thermal cycler* (Peridn Elmer Cetus) selon les 
specifications du fabricant 

La verification des sequences nucieotidiques est effectuee par la methode 
developpee par Sanger et al. [Proc. Natl. Acad. Sci. USA, JA (1977) 5463-5467] en 
30 utilisant le kit distribue par Amersham. 

Les transformations de K. lactis avec TAON des plasmides ^expression des 
proteines de la presente invention sont effectuees par toute technique connue de 
rhomme de Tart, et dont un exemple est donne dans le texte. 
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Sauf indication contraire. les souches bact6riennes utilis6es sont coli 
MC1060 (laclPOZYA, X74. galU. aa!K. strA''), ou coli TGI (laSL SUDE. ttlL 

hsdPS / FlcaD36. B£qA-^B+. laci^. lacZ. Ml 5). 

Les souches de levures utin$6es appartiennent aux levures 

5 bourgeonnantes et plus particulierement aux levures du genre KiUYYeromyces^ Les 
souche K- lactis MW98-8C (a. lilsA. SCO. lys. K-^. pKOI"") et KJaSiia CBS 293.91 
ont 616 particulidrement utilis6es; un echantillon de la souche MW98-8C a 6t6 
d6pos6 le 16 Septembre 1988 au Centraalbureau voor Schimmelkutturen (CBS) & 
Baam (Pays Bas) ou il a 6t6 enregistre sous le num6ro CBS 579«88. 

10 Une souche bact6rienne (E. coli) transformSe avec le plasmide pET-8c52K 

a 6t6 d6pos6e le 17 Avril 1990 aupr6s de I* American Type Culture Collection sous 
le numfiro ATCC 68306. " 

Les souches de levures transform6es par les plasmides ^expression 
codant pour les prot6ines de la pr6sente invention sont cultiv6es en erieruneyers 

15 ou en fermenteurs pilotes de 21 (SETRIC. France) 6 28**C en milieu rfche (YPD: 1% 
yeast extract/ 2% Bactopeptone. 2% glucose; ou YPL: 1% yeast extract. 2% 
Bactopeptone, 2% lactose) sous agitation constante. 

20 EX^MPirEI; 

PROTOCOLE D'lNSERTION STRICTE DE PEPTIDE EN UTIUSANT UN SITE DE 
RESTRICTION UNIQUE. PRESENT DANS LE GENE DE LA SAH. 

De par son unicit6 dans le g6ne HSA et le vecteur assoct6. le site EuiH 
25 localise naturellement dans la sequence codante, est particuliferement utile comme 
site de clonage d'un peptide biologiquement actif que Ton desire insurer en phase 
traductionnelle dans la SAH au niveau du 58'^"^® r6sidu. Dans un mode de 
realisation particulier, il est utile d'employer des peptides de p rgsidus dont la 
sequence codante est [3xN]p. Dans ce cas, les oligonucleotides synth6tis6$ sont 
30 du type 5'-NN [3xN]pN-3* et son brin compl6mentaire. La ligature de ce fragment 
avec le fragment de restriction Hindlll-Hindlll A Pvull, correspondent 6 la totalitd du 
gdne codant pour la SAH, genere un fragment de restriction Hindlll-hfindlH 
comportant un g6ne hybride codant pour une prot6ine chimdre du type SAH 
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insertion stricte. Dans un autre mode de realisation, le peptide peut £tre r6p6t6 
plusieurs fois dans la chimdre. 

5 gXEMPLEfc 

PROTOCOLE D1NSERTION TOTALE OU PARTIELLE DE PEPTIDE EN 
UnUSANT DEUX SITES DE RESTRICTION UNIQUES ET NATURELS. 

Dans un mode de realisation particulier, rutilisation de deux sites de 
restriction uniques permet de construire des gdnes codant pour des chimdres 
10 ayant le peptide actif en insertion stricte ou en substitution ou en insertion partielle. 

Par exemple, Texistence des sites ur)iques idiofill et ^y£ll dans la sequence 
codante de SAH et dans le vecteur permet de gengrer un fragment tiiodlll-tdiodlH A 
Hincl l-AvrtL ueiimination du fragment nucleotidique UiQCll-^ll correspond & la 
d6l6tlon du fragment peptidique T(420) - N(429). Uutilisation d'un oligonucltetide 
15 compl6mentaire appropri6 permet de doner un peptide en phase codante dans le 
gdne de la SAH. Ce fragment de restriction peut 6tre exclusivement la sequence 
codante compl6mentaire du peptide ou peut correspondre i un panachage de la 
s6querK:e codante du peptide actif et de la sequence codante du fragment T(420) * 
N(429) de la SAH. Le peptide actif peut etre pr6sent plusieurs fois dans la chimdre. 

20 

EXEMPLE 3 

PLASMIDES D'EXPRESSION 

Les prot6ines chim^res des exemples pr6c6dents peuvent 6tre exprim^es 
dans les levures d partir de promoteurs fonctionnels, r6gulables ou constitutifs, tels 

25 que, par exemple. ceux presents dans les plasmides pYGIOS (promoteur LAC4 de 
jCluyvercynyces ladis), pYG106 (promoteur PGK de Saccharomvces cerevlsiae). 
pYG536 (promoteur PH0 5 de S.cerevisiae) . ou des promoteur hyt>rides tels que 
ceux dScrits dans la demande de brevet EP 361 991. Les plasmides pYG105 et 
pYG106 sent id particuli^rement utiles car its permettent I'expression des genes' 

30 cod6s par les fragments de restriction Hind lll tel que dScrits dans les exemples 
pr6c6dents et clones dans le site Hind lll et dans I'orientation productive (d6finie 
comme rorientation qui place la region "prepro" de Talbumine de fagon proximate 
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par rapport au promoteur de transcription), ^ partir de promoteurs fonctionnels 
Chez KJactiS, r6gulables (pYGIOS) ou constitutifs (pYG106). Le plasnaide pYGIOS 
correspond au plasmide pKan707 decrit dans la demande de brevet EP 361 991 
dans lequel le site de restriction Hind lll unique et localise dans le gdne de 

5 r6sistance d la g^neticine (041 8) a 6t6 dStruit par mutagdn^se dirigte tout en 
conservant une prot6ine inchang6e (oiigodeoxynucleotide 5'-GAAATGCATAAG- 
CTCTTGCCATTCTCACCG-3'). Le fragment Sail-SacI codant pour le gdne URA3 
du plasmide mut6 a 6t6 ensuite remplac6 par un fragment de restriction Sal l -SacI 
comportant une cassette d'expression constitute du promoteur LAC4 de K. lactis 

10 (sous la fomrie rfun fragment Sall-MiOdlH) et du terminateur du g6ne PGK de 
gerevisiae (sous la forme d'un fragment idindlll*S^I). Le plasmide pYGIOS est 
mitctiquement trds stable chez les levures Kluweromyces . II est repr6sent6 en 
figure 3. Les plasmides pYG105 et pYG106 ne different entre eux que par la 
nature du promoteur de transcription encode par le fragment Sal l «Hind llL 

15 

EXEMPLE4! 

TRANSFORMATION DES LEVURES 

Ib transformation des levures appartenant au genre Kluweromvces. et en 
particulier les souches MW98-8C et CBS 293.91 de K. lactis . s'effectue par 

20 exemple par la technique de traitement des cellules enti^res par de riac^tate de 
lithium [tto H. et al.. J. Bacterid. 153 (1983) 163-168]. adaptte comma suit La 
croissance des cellules se fait & 28''C dans 50 ml de milieu YPD. avec agitation et 
jusqu'd une density optique a 800 nm (DO50Q) comprise entre 0,6 et 0,8; les 
cellules sont r^olt^es par centrifugation a faible vitesse, tav^s dans une solution 

25 st6rile de TE (10 mM Tris HCI pH 7,4; 1 mM EDTA), resuspendues dans 3^ ml 
d'ac^tate lithium (0.1 M dans du TE) pour obtenir une density cellulaire d'environ 2 
cellules/ml, puis incub6es h 30^C pendant 1 heure sous agitation mod6r6e. 
Des afiquotes de 0.1 ml de la suspension rSsultante de cellules compgtentes sont 
incub6s & 30X pendant 1 heure en presence d'ADN et & une concentration finale 

30 de 35% de polyethylene glycol (PEG4000. Sigma). Aprds un choc thermique de 5 
minutes d 42^C, les cellules sont lavees 2 fois. resuspendues dans 0.2 ml d'eau 
sterile et incubdes 16 heures a 28*^C dans 2 ml de milieu YPD pour permettre 
Fexpression ph^notypique du gene de resistance au G418 exprimg sous contrdle 
du promoteur P|(i (cf. EP 361 991); 200 pi de la suspension cellulaire sont ensuite 
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6tal6s sur boites YPD s6lectives (G418. 200Mg/ml). Les boites sont mises & 
incuber d 28"C et les transformants apparaissent aprfes 2^3 jours de croissance 
cellulaire. 

5 

EXEMPWE 5; 

SECRETION DES CHIMERES 

Apr6s selection sur milieu riche suppl6ment6 en G418 les clones 
recombinants sont testes pour leur capacit6 t s6cr6ter la forme mature des 

10 prot^ines chim^res. Quelques clones correspondent & la souche CBS 293.91 ou 
MW98*8C transfomn^e par les plasmides d'expresslon des chim^res antra la SAH 
at la partie biologiquement active sont mis & Incuber en milieu YPD ou YPL ^ 28°C. 
Las sumageants cellulaires sont r6cup6r6s par centrifugation quand las caDulas 
atleignent la phase stationnaire de croissance, 6ventuellement concentr6s 10 fois 

15 par precipitation pendant 30 minutes i -20*'C dans une concentration finale de 
60% tffethanol, puis test6s aprfes 6lectrophor6se en gel SDS-PAGE 0, soit 
directement par coloration du gel par du bleu de coomassie, soit apr6s immunoblot 
an utilisant des anticorps primaires dirigSs contra la partie biologiquemant activa ou 
un s6rum polyclonal de iapin dirig6 centre la SAH. Lors das axp6riancas da 

20 detection immunologique. la filtre de nitrocellulose est d'abord Incubd an prteanca 
das anticorps primaires spfecifiques. Iav6 plusieurs fois, incub6 en presence 
d'anticorps de chevre dirig§s centre les anticorps primaires, puis incub6 en 
presence rfun complexe avidine-peroxydase en utilisant le "kit ABC" distribu6 par 
Vectastain (Biosys S.A.. Compidgne, France). La rfeaction immunologique est 

25 ensuite r6v6l6e par addition de diamino-3.3* benzidine tetrachlorydrala (Prolabo) 
an presence tfeau oxyg6n6e, selon les recommandations du fabricant. 

gXEMPLES: 
30 PURIHCATION DES CHIMERES 

Les chimeres presentes dans les surnageants de culture con'espondant d la 
souche CBS 293.91 transformee, sont caracteris6es dans un premier temps k 
Faide d'anticorps specifiques de la partie SAH. II peut §tre souhaitable de purifier 
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certaines de ces chimeres. La culture est alors centr'rfugfee (lOOOOg. 30 min), le 
sumageant est passe d travers un filtre de 0,22 mm (Millipore), puis concentr6 par 
ultrafiltration (Amicon) en utilisant une membrane dont le seuil de discrimination se 
shue a 30 kDa. Le concentrat obtenu est alors dialys6 centre une solution de Tris 

5 HCi (50 mM pH 8) puis purifie sur colonne. Par exemple. le concentrat 
correspondant au sumageant de culture de la souche CBS 293.91 transform^ est 
purifi6 par chromatographie d'affinite sur Bleu-Trisacryl (IBF) et les tehantillons 
sont ensufte dialys6s centre de I'eau. Une purification par tamis moleculaire peut 
6tre ensuite r6alis6e. Dans ce cas, une colonne Superose 12 (Pharmada) est 

10 prfealablement 6quilibr6e dans du tampon 20mM NaH2P04 lOOmM NaCI pH 7.0 
et les 6chantillons issus de la chromatographie rfaffinit6 sont charges sur la 
colonne. r6colt6s et caracterises. Une purification par chromatographie d'6change 
d'ions peut 6galement etre utilisee. Dans certains cas, le concentrat obtenu aprte 
uttrafiltration est dialys6 contre une solution de Tris HCI (50 mM pH 8). puis d6pos6 

15 par fractions de 20 ml sur une colonne (5 ml) 6changeuse de cations (S Fast Flow. 
Pharmacia) 6quilibr6e dans le m^me tampon. La colonne est alors Iav6e plusieurs 
fois par la solution de Tris HCI (50 mM pH 8) et la protSine chimfere est alors 6lu6e 
de la colonne par un gradient (0 ^ 1 M) de NaCI. Les fractions contenant la 
protfeine chim6re sont alors r6unies et dialysfees contre une solution de Tris HCI 50 

20 mM (pH 8) puis redepos6es sur colonne S Fast Flow. Apr6s 6lution de la colonne, 
les fractions contenant la proteine sont r^unies. dialys6es contre de Teau et 
lyophllistes avant caract6risation. 

INSERTION DU PEPTIDE 11 DANS LA SEQUENCE DE UALBUMINE 

Le peptide 11 a 6t6 decrit en tant qu'6pitote de la tryptophane synthase 
(Larvor et al. MoL Immunol. (1991) 28. 523-531). 

30 

1. Insertion stricte dans une region ayant naturellement des sites de 
restriction uniques 
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Le peptide 11 a la s6quence peptidique suivante dans le sens N a C 
terminal: HGRVGIYFGMK. La stratfegie d'insertion dans la zone Hi"c ll-Avrll a 
consists ^ faire une ligature entre un fragment nuclSotidique synth6tls6 codant 
pour le peptide 11 et tel que le cadre de lecture pour la sequence codante de la 

5 SAH solt respects et que la nature de la sequence codante de la SAH soit celle 
cforigine. Dans un premier temps nous avons done synthStisS les deux 
oligonucleotides suivants 5*- 

CXJATGGTAGAGTAGGTATCTATTTCGGTATGAAAACTCCAACTCTTGTAGAGGT 
CtCGAGAAAT-y et ff- 

10 CTAGATTTGTCGAGACCTCTACAAGATGTGGAGTTTTCATACCGAAATAGATAC 
CTACTCTACCATGG-S*. Ces deux oligonucleotides ont 6t6 hybridSs puis ligatures 
au fragment Hlnd lll -Hind lH A Hinc ll-AvrIL gSnSrant ainsi la totalitS du gSne de la 
SAH comporlant I'insertion totale du peptide 11 entre S(419) et T(420), imm6- 
diatement pr6c6d&e de la region d'exportation'prgpro" de la SAH. Ce fragment est 

15 clon6 dans i'orientation productive et dans le site tlindlil du plasmide pYGIOS. 

2. Insertion par substitution et addition dans une region ayant naturellement 
des sites de restriction uniques 

20 Dans un autre mode de realisation, les oligonucleotides synthetisSs ont et6 

les suivants : 5-CCAT6GTAGAGTAGGTATCTATTTCGGTATGAAA-3' et ff- 
CTAGTTTCATACCGAAATAGATACCTACTTCTTACCATGG-3'. Ces deux 
oligonucleotides sent hybrides puis ligatures au fragment hfindlll-tliDdlll A HdcH- 
frvrll. generant ainsi le gene d'une chimSre ampute des r6sidus T(420) d N(429) et 

25 substitues par la sequence du peptide 11. Ce fragment est clone dans Torientation 
productive et dans le site Hind lll du plasmide pYG105. 

3. inserOon stride dans une region ne possedant pas de sites de restriction 
uniques 

30 

Dans un autre mode de realisation, deux sites de restriction uniques, Sst I 
et Xho 1, ont ete cr6es par mutagenese dirigee. Le meme type de clonage 
directionnel a ete realise. Dans le cas de insertion totale du peptide 11 entre les 
residus A(191) etS (192). les deux oligonucleotides suivants ont ete synthetises iS*- 



2719593 



21 

AGGGGATGAAGGGAAGGCCCATGGTAGAGTAGGTATCTATTTCGGTATGAAA- 
3* et ff- 

TCXSAmCATTACCGAAATAGATACCTACTCTACCATGGGCCTTCCCTTCATCC 
CGTAGCT'S* . On procdde ensuite, selon le protocole d6jd d6crit aux points 1 ou 
5 2 pr6c6dents. pour la realisation du plasmide d'expression correspondanL 

4. Insertion par substitution dans une r6gion ne poss6dant pas de sites da 
restriction uniques 

10 L'insertion n^essite au prealable la creation des deux sites de restriction 

Sst I et Xho 1 . Pour l'insertion partielle en soi, les deux oligonucleotides suivants 
ont 6t6 synth6tis6s : 5*-ACATGGTAGAGTAGGTATCTATTTCGQTATGAAA-y et 
ff-TCGATTTCATACCGAAATAGATACCTACTCTACCATGTAGCT-3'. Dans ce 
dernier cas, les r^sidus R(186) d A(191) sont d6l6t6s et substitute par le peptide 

15 11. Les deux plasmides d*expression de ces chimdres sont respectivement 1 671 et 
1667. 

Chacun des plasmides. obtenus aux points 1, 2, 3 et 4, est utilise pour 
transfonner une souche de levure selon le protocole dScrit en exemple 4. les 
proteines correspondantes sont secretes et purifiees seoh les exemples 5 et 6. 

20 

EXEMPLE 8 

INSERTION DE LA SEQUENCE PEPTIDIQUE lEGR. SUBSTRAT DU FACTEUR 
Xa 

25 

On precede e Tinsertion du peptide contenant la sequence lEGR, cible du 
facteur proteasique Xa. qui coupe ia prothrombine en thrombine dans la cascade 
de reactions intervenant dans la coagulation sanguine. 

30 IJnsertion stricte dans ia region 5 ayant un site Pvuli unique 

Pour effectuer cette insertion au site Pvu II du gene de raibumine, il est 
dans un premier temps creer un vecteur replicatif depourvu du site Pnaj II, dans 
lequel est ensuite insere le gene codant pour la prepro albumine. Les deux 
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oligonucleotides complementaires suivants, codant pour la sequence lEGR, ont 
fegalement 6t6 synth6tis6s: 5'-GATCCATAGAAGGTCGACTAG-3* et 3"- 
CTAGGTATCTTCCAGCTGATC-5'. Ces deux oligonucleotides sont ensuite 
hybrid^s puis ins6r6s au niveau du site Pvu II du g6ne de ralbumine. Les 
modifications que leur insertion fait apparaitre sur les s6quences nucltetidiques el 
peptidiques de i'albumine sont report^es sur la figure 4. La strat6gie de clonage est 
sch6matis6e en figure 5. 

Cette constnjction illustre le cas ou des sequences de jonction son! 
introduites de part et d'autre du peptide d'int^ret. 

2.lnsertion dans la region 13. 

La figure 6 d^crit une stratSgie de clonage d'un peptide dans la region 13. 

Dans ce qui suit, les sites de restriction Sst I et Xho 1 ont 616 cr66s par 
mutagdndse dirigSe. Dans le cas de la region 13 on a proc6d6 respectivement 6 
une substitution totale et une substitution addition de la sequence lEGR simple ou 
encadr6e de sequences de jonction. 

En ce qui conceme la substitution totale. les oligonucleotides utilises sont 
les suivants: 

5"- CAGAATCGAAGGTAGAGCC-3* et 

ff- TCGAGGCTCTACCTTCGATCGA6GGTAGCT- 3' 

Au niveau protSique, la sequence (187)DEGK est substitute par lEGR. 

Dans le second cas. les oligonucleotides utilises sont les suivants: 
ff- ACCCTCGATCGAAGGTAGATCTCCA- 3' 
ff-TCGATGGAGATCTACCTTCGATCGAGGGTAGCT-3* 

Au niveau prot6ique, Talbumine est amput6e du r6sidu R(186) au r6sidu 
A(191) et remplac6e par la s6quence PSIEGRSP conduisant done d une addition 
de deux r6sidus. 

Les protfeines correspondantes sont secr6t6es et purifi6es suivant les 
protocoles dfecrits dans les exemples precedents, le tableau I ci-apr6s rend compte 
des caract6ristiques de ces chimtres. 
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Albumine 
incorporant: 


Taux d'expression 
uq/l 


Rendement 
purification 


Puret6 finale 


lEGR 


150 


15 


98 


PSIEGRPS 


110 


36 


96 



TABLEAU I 



5 3 Actlvltfe bioioQiQue dc la chim^re o btenue seion I'exemple 8.1 

La chim6re est incub^e en presence de facteur Xa bovin dans un rapport 
enzyme/substrat de 1/10 et dans un tampon Iris 50mM, NaCI lOOmM, CaCl2 ImM, 
pH 8.0 pendant 3 heures d 37**C. A Tissue de ce traitement, on r6alise une analyse 
10 SDS PAGE qui met en 6vidence le clivage de la chimSre caract6ris6 par la 
gte6ration tfun fragment d'albumine de masse de I'ordre de 60kD. 

^XEMPLE9 

15 INSERTION D'UN EPITOPE DE UAPOUPOPROTEINE AlV DANS LA ZONE 13. 

A partir de la sequence de I'Apo AlV. la technique tffepitope mapping a mis 
en Evidence un Epitope lin^aire de 9 r^sidus, reconnu par ranticorps monoclonal 
M03. La sequence de cet epitope est RMERVLREN. 

20 

1. Insertion et substitution dans la zone 13 

Les sites uniques Sst et Xhol sont utilises comme d^crit dans les exemples 
pr6c§dents. Les oligonuclfeotides utilises sont: 
25 5- GTCX;CGGATGGAGCGCGTACTTAGAGAGAAT-3 et 

3*-TCGACAGGGCCTACCTCGCGCATGAATCTCTCTTAAGCT-5' 

Lachim6re g§n6r6e est amputee des r6sidus 186 ^ 191 inclus.auquels sont 
substftu6s/ins6r6s les r^sidus de I'epitope prec6demment d6crit, pr6c6d6s en N- 
terminal tfune serine. 
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La prot^ine hybride est secr§tSe et purifi§e comme dterit dans les 
exemples 5 et 6. 

2. Caractirisation biologique 

La prot^ine chim§re dterite ci-dessus, est adsort>6e sur plaque EUSA et 
est reconnue par ranticorps M03 alors que ralbumine sauvage recomtrinante, 
dans les m6mes conditions, ne donne pas de signal significatif. 
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REVENDICATIQNS 

1. Polypeptide recombinant comportant au moins une partie active d6riv6e 
d'un polypeptide, nature! ou synth6tique, biologiquennent actif, g6n6tiquement 
ins6r6e dans une albumine ou un de ses variants ou d6riv6s. 

5 2. Polypeptide selon la revendication 1 caract6ris6 en ce que le polypeptide 
biologlquement actif poss6de une activity th6rapeutique et est d'origine humaine. 

3. Polypeptide selon la revendication 2 caract6ris6 en ce que le polypeptide 
ayant une activity th^rapeutique est choisi parmi tout ou partie des enzynrtes, des 
inhibiteurs rfenzymes, des antigenes, des anticorps, des hormones, des 

10 r6cepteurs, des'facteurs de la coagulation, des interferons, des cytokines, des 
facteurs de croissance et/ou de differenciation. des facteurs impliqu6s dans la 
g6n6se/r6sorption des tissus osseux. des facteurs chimiotactiques. des facteurs de 
motilit6 ou de migration cellulaire. des facteurs cytostatiques. des facteurs 
t>act6rictdes ou antifongiques, ou des molecules adhSsives plasmatiques> 

15 interstitielles ou des matrices extracellulaires. 

4. Polypeptide selon Tune des revendications 1^3' caract6ris6 en ce que le 
polypeptide ayant une activity th6rapeutique est choisi parmi toute sequence 
peptidique antagoniste ou agoniste d'interactions mol6culaires et/ou cellulaires 
impliqu6es dans les pathologies des compartiments circulatoires et interstitids. 

20 5* Polypeptide selon l*une des revendications 1^4 caract6ris6 en ce que la 
partie active pr6sente une structure choisie parmi : 

(a) la structure peptidique enti^re ou, 

(b) un fragment de (a) ou une structure dSriv^e de (a) par modification 
structurale (mutation, substitution, addition et/ou deletion d'un ou plusieurs r6sidus) 

25 et conservant une activity th^rapeutique. 

6. Polypeptide selon Tune des revendications 1 d 5 caract6ris6 en ce que la 
partie active est ins^rSe strictement a Tint^rieur de Talbumine ou entour6e de 
sequence de jonctions. 
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7. Polypeptide selon I'une des revendicatiohs 1 6 caract6ris6 en ce que la 
partie active est ins6r6e de pr6f6rence au niveau des rfegions de Talbumine 
pr6sum6es former des regions exposees a ia surface de la molecule. 

8. Polypeptide selon Tune des revendications 1 & 7 caract6ris6 en ce que la 
5 partie active est ins6r6e au niveau de la region 5 s'^tendant du r6sidu 57 d 62 de 

ralbumine. 

9. . Polypeptide selon I'une des revendications 1 k 7 caract6ris6 en ce que la 
partie active est ins6r6e au niveau de la region 8 s'Stendant du r^sidu 103 d 120 
de ralbumine. 

10 10. Polypeptide seion Tune des revendications 1 ^ 7 caract6ris6 en ce que la 
partie active est ins6r6e au niveau de la region 13 s'6tendant du r^sidu 178 d 200 
de ralbumine. 

11. Polypeptide selon Tune des revendications 14 7 caract6ris6 en ce que la 
partie active est ins6r6e au niveau de la r6gion du r6sidu 415 au r6sidu 425 

15 d6limit6e par les helices h2 et h3 du domaine III dans ralbumine. 

12. Polypeptide selon I'une des revendications 1 12 caract6ris6 en ce que la 
partie active y est inseree sous forme unique ou multiple. 

13. Polypeptide selon la revendication 12 caract6ris6 en ce que la partie 
active est r6p6ter plusieurs fois du mgme endroit et/ou dans des regions 

20 diff6rentes de ralbumine. 

14. Polypeptide selon Tune des revendications 14 13 caract6ris4 en ce que 
les parties actives ins6r6es sont de nature diff^rente. 

15. Variant d'une sequence nucieotidique codant pour I'albumine ou un de ses 
variants ou derives integrant au moins un site de restriction unique non naturel. 

25 16. Sequence nucieotidique codant pour un polypeptide selon Tune 
quelconque des revendications 1414. 
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17. Sequence nucleotidique selon la revendication 16 caract6ris6e en ce 
qu'elle comprend une sequence 'leader' permettant la s6cr6tion du polypeptide 
exprim^. 

18. Cassette d'expression comprenant une sequence nucleotidique selon 
5 rune des revendications 16 ou 17 sous le contr6le d*une r6gion dinitiation de la 

transcription et 6ventuellement d*une region de terminaison de la transcription. 

19. Plasmide autor6plicatif comportant une cassette d'expression selon la 
revendication 18. 

20. Cellule recombinante eucaryote ou procaryote dans laquelle a 6t6 ins6r6 
10 une sequence nucleotidique selon Tune des revendications 16 ou 17 ou une 

cassette d'expression selon la revendication 18 ou un plasmide selon la 
revendication 19. 

21. Cellule , recombinante selon la revendication 20 caracteriste en ce quil 
s'agit d'une levure. d'une cellule animate, d'un champignon ou d'une bact^rie. 

15 22. Cellule recombinante selon la revendication 21 caract6riste en ce quil 
s'agit d'une levure. 

23. Cellule recombinante selon la revendication 22 caract6ris6e en ce quil 
s'agit d'une levure du genre Saccharomyces ou Kluyveromyces, 

24. Precede de preparation d*un polypeptide tel que defini dans Tune des 
20 revendications 1 14 caracterise en ce que Ton cultive une cellule recombinante 

selon I'une des revendications 20 & 23 dans des conditions d'expression, et on 
recupere le polypeptide produit. 

25. Composition pharmaceutique comprenant un ou plusieurs polypeptides 
selon l*une quelconque des revendications 1 a 14. 

25 26. Composition pharmaceutique comprenant une sequence nucleotidique 
selon I'une quelconque des revendications 16^17 utilisable en therapie genique. 
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RamH I _ Sai_I 



GAG TCA GGA TCC ATA GAA GGT CGA CTA GCT GAA AAT 
E S G S T B G E L A E N 

E S A E N 

GAG TCA G CT GA A AAT 

Pvu II 



Figure 4 
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